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INTRODUCTION

En 1980, plus de 103 000 chiots étaient inscrits au Livre des Origines Francaises (LOF). En
2010, on en recense plus de 198000 (d’apres la Société Centrale Canine
http://www.scc.asso.fr/Statistiques,242), soit une augmentation de plus de 92% en 30 ans.

L'élevage canin officiel est donc en nette progression, cela étant certainement di a
I’évolution de la société : place de I'animal de compagnie comme membre de la famille,
solitude des personnes...

Ces chiffres sous-estiment I'importance de I'élevage puisqu’ils ne tiennent pas compte des
animaux non inscrits.

Malgré ce fort développement de I'élevage canin, la mortalité néonatale demeure tres
élevée dans cette filiere.

En I'absence de chiffres officiels, on estime le taux de mortalité en moyenne a 20 % des

eme

chiots entre la naissance et la 7" semaine (d’apres Nielen et al., 1998). Cette mortalité est
en réalité tres variable, variant de 6% a 34% (Widmann et Acanal, 1992).

Le taux de mortalité est trés élevé la premiére semaine de vie, et diminue apres 21 jours
d’age. Le taux le plus élevé demeure celui des mort-nés, variant de 5,6 % (étude sur 457
portées de boxer, Nielen et al., 1998) a 10,9% (étude portant sur 4 races et 98 portées : irish
wolfound, labrador retriever, lIéonberg et terre neuve, Indrebo et al., 2007). D’apres ces
mémes études, la mortalité entre la naissance et 3 semaines post mise bas est
respectivement de 10% et 6%. La mortalité entre 3 semaines et 8 semaines post mise bas
est de 2% (Nielen et al, 1998). Cette mortalité néonatale et pédiatrique importante a non
seulement un impact économique et émotionnel pour les éleveurs et les vétérinaires, mais
elle a aussi des conséquences majeures sur I'’économie de I'élevage et représente un sujet
de préoccupation majeur en termes de bien-étre animal.

Les causes de ces déces sont multiples. Pour les mort-nés, difficulté a la mise bas,
immaturité du chiot, malformation congénitale sont les principales causes de déces (Gill,
2001). Ensuite, les causes infectieuses restent une cause majeure de mortalité néonatale, un
agent a été retrouvé dans 32% a 61% des cas (Suter, 1997 ; Farstad, 1983). Ces infections
peuvent étre bactériennes et localisées (omphalophlébite, polyarthrites...) ou généralisées
(brucellose, streptococcie, leptospirose). Elles peuvent étre aussi virales, herpés virose,
adénovirose et parvovirose. De plus, des affections multifactorielles combinant causes
environnementales et agents infectieux sont possibles. On voit donc l'importance de
I'immunité du chiot face au microbisme de I'élevage dans lequel il nait.

La placentation des carnivores domestiques est morphologiquement zonaire de type
endothéliochorial : quatre couches cellulaires séparent le systéme vasculaire foetal et
maternel (figure 1). L'endothélium vasculaire maternel est en contact direct avec le chorion
par l'intermédiaire de [I'épithélium trophoblastique. Cet épithélium jouxte lui-méme le
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mésoderme extra-embryonnaire qui borde I’endothélium vasculaire foetal. L'endométre et le
mésenchyme utérin ont disparu (figure 1).

Ces 4 couches constituent une barriere efficace. En effet, le trophoblaste est une couche
perméable aux petites molécules mais imperméable aux cellules. Elle limite donc le passage
des agents infectieux, mais aussi celui des cellules immunitaires maternelles. Cette
placentation permet le passage au foetus in utero de 5 a 10 % des concentrations en
immunoglobulines (Ig) circulantes chez le chiot 2 jours aprés la naissance (Tizard 1982 ;
Greene, 1984).

A la naissance, le chiot possede un systeme immunitaire compétent mais naif et immature
(Lewis et al., 1973). Il lui faudra encore environ 3 semaines pour étre capable de produire
des anticorps et se défendre par lui-méme (Day, 2007). Durant la période néonatale et
pédiatrique, ce sont les immunoglobulines maternelles transmises par voie orale (via les
sécrétions mammaires) qui protegeront le chiot. Le chiot nouveau-né aurait une
concentration sérique en IgG qui représenterait approximativement 5% du niveau adulte. En
I’'absence de prise de colostrum, on estime que le chiot sera probablement protégé pour au
moins une semaine grace au faible passage d’'immunoglobulines in utero (Appel et Gillespie,
1972). On comprend donc le role essentiel du transfert passif de I'immunité dans le contréle
des maladies infectieuses et donc la maitrise du taux de mortalité.

Chez le veau, l'ingestion d’une quantité adéquate d’'immunoglobulines colostrales durant les
vingt-quatre premieres heures de vie réduit le risque de morbidité et de mortalité. Wittum
et Perino (1995) ont méme démontré que le risque de décés avant le sevrage est cing fois
plus élevé chez les veaux qui ont subi un transfert insuffisant de I'immunité passive que chez
les veaux protégés (définis par un taux de protéines totales sériques supérieur a 4,8 g/dl). La
masse d’'immunoglobulines ingérée doit donc étre suffisante pour protéger le veau des
maladies pendant ses premiers mois de vie. La qualité immunologique du colostrum est
donc essentielle dans la maitrise de la mortalité, outre son role laxatif et nutritif.

Néanmoins, contrairement a celui d’autres especes comme les bovins ou les porcins, le
colostrum est méconnu dans |'espéece canine.

Apres quelques rappels physiologiques sur le mécanisme de la lactation et la composition
des sécrétions mammaires (colostrum/ lait), nous nous intéresserons a la description de
notre étude. L'objectif du travail expérimental présenté dans ce manuscrit était de
caractériser les sécrétions mammaires de la mise-bas a 2 mois post partum d’un point de
vue immunologique. |l s’agissait également de corréler ces concentrations en
immunoglobulines colostrales avec les taux d'immunoglobulines sériques de la meére durant
cette période. L'influence de différents facteurs (taille, poids de la portée...) sur les
concentrations en immunoglobulines a été étudiée. Enfin, apres avoir discuté les résultats
obtenus, nous présenterons les modalités de remplacement en cas d’absence du colostrum.

On utilisera I'abréviation « Ig » pour le terme immunoglobuline.
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1) Les sécrétions mammaires

A. Phénomeéne de sécrétion : la lactation

1. Les glandes mammaires

La chienne posséde généralement 5 paires de glandes mammaires, 2 sont dites thoraciques,
2 abdominales et 1 paire inguinale. Chaque glande est une unité fonctionnelle indépendante
et peut allaiter de un a plusieurs petits, c’est une glande a sécrétion externe. Elle a une
structure en grappe, un regroupement de lobe, constitué de lobules, ces lobules étant
organisés en alvéoles. Ces alvéoles sont tapissées d'un épithélium tubulo-alvéolaire. Le
drainage est effectué par des canalicules, puis des canaux lobulaires, lobaires et mammaires,
pour déboucher au niveau d’un mamelon (figure 1).

Cellule Fibroblaste cellule
myoépithéliale du tissu conjonctif

Vaisseau
sanguin
Membrane
basale

Cellule
épithéliale
Alvéolaire;
cellule
polarisée
Lumiére de
Cellule 'alvéole

adipeuse
lobulaire

Figure 1 : Structure d’un acinus mammaire, d’apres Gayrard (2007).
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2. Mammogeneése

Chez la chienne, la mammogenése se met en place a chaque cycle cestral par une croissance
progressive qui est a son terme 40 a 50 jours apres le pic de LH, en dioestrus (Gayrard,
2007). Cette croissance est sous contrble de I'oestradiol et de la progestérone. Il est donc
amplifié lors de la gestation. Aprés le 25°™ jour de gestation, la production lutéale de
progestérone augmente grace a l'augmentation de la concentration en prolactine, qui
jour gu’au début de la gestation. Cette

augmentation est concomitante avec 'apparition d’un pic de concentration en relaxine entre

devient significativement plus élevée le 32°™
le 25°™ et le 27°™ de gestation. On suppose donc un lien entre prolactine et relaxine. Cette
derniére, d’origine placentaire, apparait en milieu de gestation, perdure toute la gestation
et décline au moment du part (Concannon, 2009). La concentration sérique en oestradiol, en
augmentation en fin de gestation, serait simplement le reflet d’une stimulation lutéale due a
I"augmentation de la prolactine (figure 2).

ancesirus p}oﬁ cesirus gestalion lactation anocestrus
| tardif -~ cestrus | )

progestérone

r =
. { nuse bas
aestradiol *
. 7 \\; B
el ovulalion 2 prolacline sevrage
: . v S s Ao \J\-J.' w\ N
maturation ovocytaire - / A\ uq\l'
nicdlation A v\\
Ll i

l | WPy 1 R

fécopdation =,
e e AR S A ——— it

T ¢ T T T 3 L | L T T T T I | LS T =
30 20 <10 O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
jours par rappozrt au pic de LH

Figure 2 : Evolution hormonale (LH, progestérone et oestradiol) au cours du cycle sexuel chez
la chienne gestante d’aprés Fontbonne et al. (2000)

L'cestradiol et la progestérone agissent directement au niveau des cellules épithéliales
souches situées a I'extrémité des canaux mammaires. L' cestradiol agit par ses récepteurs qui
sont constitutifs dans les cellules épithéliales mammaires souches pour augmenter les
récepteurs de la progestérone. Les cellules épithéliales souches mammaires deviennent
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alors capables de se multiplier sous l'effet de la prolactine et de certains facteurs de
croissance. La progestérone limite I'augmentation du nombre de récepteurs de la prolactine
et limite ainsi I'effet lactogéne de la prolactine pendant la mammogenése. Les cestrogénes
ne sont pas directement responsables de la multiplication des cellules épithéliales
mammaires du tissu normal mais de certaines tumeurs. Les hormones du métabolisme
général, insuline et thyroxine, jouent un réle dans le développement de la glande
mammaire. Parmi les facteurs de croissance impliqués dans la différenciation de la glande
mammaire, les IGF (insulin-like growth factor) et I'EGF (epidermal growth factor) jouent un
role trés important. Ajoutés dans le milieu de culture de tissus mammaires, I'lGFl stimule la
synthése d’ADN et I'EGF augmente la synthése de collagéne (Gayrard, 2007).

3. Colostrogenése

Il est difficile de trouver des données concernant le mode de formation du colostrum dans
I’espéce canine. En revanche, dans l'espéce porcine, on sait que le colostrum est produit par
la mamelle a la fois par transsudation et par sécrétion, alors que le lait est produit
uniguement par sécrétion (Bourne et Curtis, 1973).

D’une part, les jonctions serrées entre lactocytes ne sont pas encore fermées (Neville et al.,
2001) permettant le passage para-cellulaire de cellules immunitaires, d'immunoglobulines et
d’électrolytes de la circulation sanguine a la lumiére des alvéoles (Klopfenstrein et al., 2002).
D’autre part, I'organisation des organites des lactocytes ne montre pas encore leur
spécialisation de cellules sécrétrices polarisées comme lors de la lactogenese (Kensinger et
al., 1986), et ce malgré des phénomeénes de sécrétion : pinocytose inversée de minéraux et
de glucides, exocytose de globules gras et passage transcellulaire d’lg (Delouis et al., 2001 ;
Klopfenstrein et al., 2002).

4. Déclenchement de la lactation

La lactation est déclenchée au moment de la parturition. La fin de la gestation se produit
sous l'action d’'un mécanisme foeto-placentaire. L'augmentation subite des concentrations
en prostaglandines (PGF 2a), 24 a 36 heures avant le part, engendre une diminution trés
rapide de la concentration en progestérone (en dessous de 1-2 ng/mL 8 a 12 heures avant le
part) (figure 3).

L'augmentation simultanée du cortisol, certainement provenant des glandes surrénales
foetales, suggére un role direct du cortisol sur le déclenchement du part, comme c’est le cas
chez 'Homme et chez les ovins (Concannon, 2009).
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De plus, la chute des concentrations en progestérone s’accompagne d’une augmentation de
la concentration circulante en prolactine. Cette augmentation des taux de prolactine
déclenche I'activité sécrétoire intra-alvéolaire des acini mammaires (Gayrard, 2007).
Enfin, elle pourrait jouer un role dans le relarguage des prostaglandines et donc dans la
progression du part, comme cela a déja été prouvé chez le rat (Nephew et al., 2007).

5. Agalactie

L'agalactie est I'absence de production ou de sécrétion lactée. L'agalactie primaire, c’est-a-
dire l'incapacité de produire du lait, est rarissime, et est liée a des anomalies anatomiques
ou physiologiques.

L’agalactie secondaire peut survenir a la suite d’'une alimentation inadéquate, d’un stress,
d’une mise-bas prématurée, d’un traitement aux progestageénes, d’'une mammite, d’une
métrite, de troubles psychologiques, d’endotoxémie ou de maladie systémique.

Pour I'agalactie primaire, les traitements sont inefficaces si elle est due a des malformations
anatomiques de la glande mammaire ou que cette derniére ne répond pas a une stimulation
hormonale.

Pour traiter une agalactie secondaire, la cause prédisposante doit étre gérée. Une jeune
chienne ou une primipare peut étre nerveuse et craintive de mettre bas. Pour I'aider, il est
parfois utile de la rassurer ou de lui donner des tranquillisants (type phénothiaziniques qui
favorisent a la sécrétion de prolactine). La sécrétion de prolactine peut aussi étre stimulée
par une injection de métoclopramide (Primpérid®, 0,5 a 1 mg/kg par voie sous-cutanée,
intramusculaire ou intraveineuse). Mais le probleme peut étre d( a un défaut d'éjection du
lait. Les mamelles sont alors dures et enflées et le traitement consiste en I'administration de
médicaments facilitant I'éjection, tels que I'ocytocine (2 Ul 4 fois/jour jusqu'a amorcage de la
sécrétion).

Toutes les causes d’agalactie ne sont pas identifiées ni identifiables. Les causes d’agalactie
sont multiples et doivent étre traitées en premier lieu pour que la production lactée soit
relancée (Segalini, 2008).
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6. Entretien de la lactation

A la naissance, la glande est fonctionnelle mais sa capacité de synthése est trés limitée. Elle
acquiert ses capacités maximales de synthése aprés la premiére tétée par hyperplasie des
cellules épithéliales qui s’enrichissent en organites et atteignent leur capacité de synthese
maximale. La production laitiere est nombre de cellules dépendante.

L’entretien de la production de lait se fait grace a un réflexe neuro-hormonal di a la succion
des chiots. La tétée provoque la libération d’hormones hypothalamiques hypophysiotropes
puis d’hormones hypophysaires, telles que la TSH (thyroid-stimulating hormon), I’ACTH
(adrenocorticotropic hormon), qui augmentent le métabolisme général et la prolactine, qui
agit sur les cellules épithéliales sécrétrices de la glande mammaire en favorisant la synthese
des protéines du lait. C’est aussi grace a la succion que le réflexe d’éjection du lait se produit
en agissant sur la libération d’hormones hypothalamo-neurohypophysaires, qui agissent sur
les concentrations en ocytocine (Gayrard, 2007).

7. Sevrage

Le sevrage est le passage d’une alimentation exclusivement lactée a une alimentation solide.
C’'est une période primordiale de stress intense pour le chiot, qui s’effectue
progressivement, puisque cela revient a séparer la mere du chiot.

Le sevrage du chiot se prépare de maniere a stimuler les sécrétions digestives qui lui
permettront de mieux digérer I'amidon, et a tolérer des régimes plus variés. En effet, la
capacité a digérer I'amidon est acquise progressivement, grace a 'augmentation de I'activité
de I'amylase. Cette capacité devient significative apres le sevrage, a partir de 9 semaines
(Meyer, 1991).

Les chiots commencent a consommer des aliments non lactés dés 3 semaines, mais la
guantité est plutét symbolique pendant une a deux semaines. Ensuite, les chiots
commencent a consommer les aliments de leur meére par imitation.

Entre 6 et 8 semaines, les chiots deviennent capables de consommer seuls une quantité
significative de nourriture solide. Vers 7-8 semaines, les chiots sont séparés
« physiquement » de leur mére pour achever leur sevrage et stopper la lactation.

En I'absence de chiot et du reflexe de succion, le tarissement se produit naturellement
(Blanchard et Paragon, 2008).

Le moment du sevrage est bien entendu influencé par les techniques d’élevage et I'acces
des chiots a la nourriture (Risse, 1961).
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B. Composition des sécrétions mammaires

1. Colostrum

Le colostrum est la premiere des secrétions de la glande mammaire produite dans les heures
précédant et suivant la mise-bas. La composition des sécrétions mammaires se modifie
rapidement pour devenir le « lait » entre 24 heures apres la mise-bas et la fin de la premiére
semaine de lactation, ceci n’est pas clairement défini dans I'espéce canine. Le colostrum est
caractérisé par sa richesse en protéines, en immunoglobulines notamment, et sa faible
teneur en glucides et lipides par rapport au lait (Klobasa et al., 1987). Les protéines et les
nutriments du colostrum constituent I’assistance immunitaire principale du nouveau-né. Il
fournit aussi de I’énergie au chiot (aide a la thermorégulation) et exerce un effet laxatif
(Hand et al., 2000).

a. Protéines

al. Immunoglobulines

Selon la définition de ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé), les immunoglobulines sont
des glycoprotéines ayant une activité anticorps ou possédant une structure semblable a
celle des anticorps. De facon générale, lorsqu’on parle d’anticorps (Ac), on fait référence a
une fonction, ils font partie de la réponse immunitaire et sont capables de neutraliser des
antigenes. Quand on parle d'immunoglobuline (Ig), on fait référence a une structure.

Ces immunoglobulines peuvent prendre différentes formes, mais possedent une structure
similaire avec I'association de deux chaines polypeptidiques lourdes et |égéres.

Les 5 formes de chaine lourde sont a l'origine du classement des immunoglobulines en 5
classes (G, M, E, A, D). La présence d’une Ig D canine n’étant pas clairement définie et son
réle inconnu, nous n’aborderons pas cette classe d’lg dans notre étude. Chacune de ces
chaines lourdes peut étre associée a deux types de chaine légere (kappa et lambda). Les
chaines lourdes et légéres sont associées entre elles par des ponts disulfures (figure 4). Les
immunoglobulines possédent deux sites de reconnaissance antigénique, appelés fragments
Fab, qui permettront de lier les épitopes (motif porté par I'antigene, susceptible de se lier a
une molécule de reconnaissance du systéme immunitaire). Le troisieme fragment
correspond au reste des chaines lourdes, c’est le fragment Fc. De 50 000 Da, ce fragment
active le systeme complémentaire et permet la fixation des Ac sur les cellules, assurant la
fonction effectrice des immunoglobulines (Euzéby, 2008).
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Quelque soit I'espéce animale, il n'y a qu’une seule origine cellulaire possible aux Ig, le
plasmocyte, qui dérive des lymphocytes B précurseurs. Chaque cellule ne sécréte qu’une
classe d’lg et d’une seule spécificité antigénique (Euzéby, 2008).

al_ 1. Immunoglobuline G

Les immunoglobulines G représentent la classe d'immunoglobuline présente en plus forte
concentration dans le sérum chez le chien, en moyenne 9,8 g/L d’aprés Heddle et Rowley
(1975). Elle posséde la capacité de diffuser treés rapidement dans I'espace extravasculaire.
Elle se présente en une unique unité d’'immunoglobuline (2 chaines lourdes associées a 2
chaines légéres), qui peut donc potentiellement neutraliser deux épitopes (figure 3). Son
poids moléculaire est de 180 kDa. Chez le chien, il existe 4 sous classes d’lg G (Ig G1- Ig G4).
De par leur poids moléculaire et la barriere établie par le trophoblaste dans le placenta, les
Ig G ne passent qu’en faible proportion la barriére placentaire, mais ceux sont les seules qui
peuvent la traverser (Tizard, 2009).

sites de combinaison & l'antigéne
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Figure 3 : Structure d’une immunoglobuline G, molécule prototype des immunoglobulines,
d’apres Tizard (2009)
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al-2. Immunoglobuline M

Les Ig M sont la deuxiéme classe d’immunoglobuline la plus représentée dans le sérum aprés
les Ig G. Dans I'espéce canine, Heddle et Rowley (1975) ont établi une concentration sérique
moyenne en Ig M de 1,7 g/L. Cette molécule est formée de 5 immunoglobulines basiques,
reliées entre elles par une chaine de jonction J. Donc une seule molécule d’lg M possede 10
sites de reconnaissance antigénique (figure 4). Les Ig M sont les immunoglobulines
majoritairement produites lors de réponse immunitaire primaire (Tizard, 2009). Elles sont
aussi produites lors de réponse secondaire, mais cette synthése est masquée par
I’'abondance des Ig G. Bien que produite en petites quantités, I'lg M est plus efficace que I'lg
G pour l'activation du complément, l'opsonisation, la neutralisation des virus, et
I’agglutination.

En revanche, vu leur taille (leur poids moléculaire total est en effet de 900 kDa), les
immunoglobulines M ne peuvent rarement sortir de la circulation sanguine pour atteindre
les sites d’inflammation aigué, et donc en particulier, ne peuvent pas traverser le placenta
(Tizard, 2009).

Figure 4 : Structure d’une immunoglobuline M (5 immunoglobulines reliées par la chaine J),
d’apres Tizard (2009).
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al 3. Immunoglobuline A

Les immunoglobulines A peuvent étre trouvées sous forme de monomeére (une unique
molécule d’'immunoglobuline, avec deux sites de reconnaissance antigénique) ou de dimére
(avec une chaine de jonction J et 4 sites de reconnaissance épitopiques) (figure 5).

Les Ig A sont souvent produites au niveau des muqueuses et chez le chien, la forme
dimérique est la plus représentée que ce soit dans le sérum ou au niveau des muqueuses.

La fabrication a lieu dans les parois de l'intestin, de I'appareil respiratoire, du systéme
urinaire, de la peau et des glandes mammaires. Comme cette immunoglobuline est présente
sous la méme forme dans le sérum et au sein des muqueuses, le taux sérologique mesuré
pourrait étre un bon indicateur de la concentration a la surface des muqueuses. Cependant,
une piéce sécrétoire se lie a cette molécule en traversant I'épithélium mucosal (du lieu de
fabrication aux sécrétions externes) et la protege des dégradations enzymatiques (figure 6).
Les concentrations sériques, 0.5 g/L en moyenne chez le chien (Heddle et Rowley, 1975),
sous-estimeraient donc la réelle concentration des Ig A dans les sécrétions externes. Les
immunoglobulines A sont méme les principales immunoglobulines des sécrétions externes
chez les chiens. Son importance est donc capitale dans la protection des muqueuses citées
précédemment (Day, 1999).

Généralement, les Ig A ne peuvent ni opsoniser, ni activer le complément. Elles peuvent
cependant agglutiner des antigenes et neutraliser des virus. lls préviennent donc I'adhérence
de microbes aux surfaces du corps, et en particulier aux muqueuses.

Tout comme les immunoglobulines M, cette molécule de taille importante ne peut traverser
la barriere placentaire (Tizard, 2009).

Seoretory
cormponent
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Figure 5 : Structure d’une immunoglobuline A et d’une Ig A sécrétoire, d’apres Tizard (2009).
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a2. Autres composants protéigues

Le taux protéique augmente tout au long de la lactation, passant de 4,3% dans les 2 premiers
jours a environ 7% dans le lait au sevrage (Bebiak et al., 1987). Il y a donc moins de protéines
dans le colostrum que dans le lait. En revanche, d’aprés Hand et al (2000), le taux de
protéines diminue rapidement dans les 12 a 24 heures apres la mise-bas, provoquant une
diminution du taux de matiére seche. Les immunoglobulines citées précédemment
représentent 50% des protéines colostrales (mais les proportions de caséines et d’lg ne sont
pas précisées). La caséine, qui représente 61% des protéines du colostrum, voit sa
proportion augmenter jusqu’a 75.4% au 3eme jour de la lactation, puis diminue lentement. Sa
concentration est relativement stable (Adkins et al, 2001).

Le taux d’albumine est plus élevé dans le colostrum (20,5 g/L au premier jour de sécrétion)
que dans le lait (19,3 g/L 3 jours post mise-bas) (Schafer et al, 2005).

La fraction d’azote protéique représente 5.7% dans le colostrum, et jusqu’a 9.9% dans le
lait.

Les sécrétions mammaires contiennent par ailleurs des acides aminés, leurs concentrations
variant énormément selon le moment de la lactation. Les plus grandes variations se font
entre le premier et le troisieme jour de lactation avec une nette diminution. Par exemple,
I’alanine passe de 0,170 a 0,052 mM/L entre le premier et le troisieme jour post mise-bas.
eme

Ces concentrations augmentent ensuite au cours de la lactation jusqu’au 217" jour de

lacation, sans atteindre de nouveau la valeur initiale de leur concentration dans le colostrum
eme

(2 J21, la concentration en alanine est de 0,082 mM/L). Aprés le 217" jour, chaque acide

aminé évolue de maniére isolée (Adkins et al, 2001).

b. Lipides

Le taux de lipides est fonction du stade de lactation. Il augmente au début de la lactation
puis varie différemment selon les auteurs au cours du reste de la lactation (Segalini, 2007).
Le taux passe de 2,4% les deux premiers jours, a 5,2% dans le lait (apres le 4°me jour de
lactation jusqu’au sevrage) pour finir a 2,7% au sevrage (Bebiak et al., 1987).

c. Lactose

Le taux de lactose est initialement faible dans le colostrum, 10 g/L, par rapport a celui du lait

eme eme

mature (aprés le 4= jour de lactation jusqu’au sevrage), 33g/L. |l augmente jusqu’au 28
jour pour atteindre 40.2g/L dans le lait. La concentration va ensuite diminuer pour rester

constante a 35g/L pendant le reste de la lactation (Hands et al, 2000).
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d. Minéraux et vitamines

Le colostrum est plus riche que le lait en matiéres minérales (Le Berre, 1996). Les résultats
sont assez variables mais on note de fortes concentrations de calcium (transporté par les
caséines), de phosphore, de cuivre et de fer. Pour le fer, il est important de noter que le
chien est capable de sécréter un colostrum et un lait tres riches en fer, cette concentration
étant bien supérieure que celle obtenue dans les autres espéces. En effet, le lait de chienne
peut présenter des concentrations en fer 10 fois supérieures a celle du sérum (Lonnerdal et
al, 1981). Cela indique I'existence de phénoménes de transport actif.

D’autres minéraux sont également présents tels que le zinc, le manganése et le magnésium.
De plus, le colostrum est aussi riche en vitamines (A, B1, B2, C), vitamines nécessaires au
nouveau-né (Le Berre, 1996). Le taux élevé de vitamine A dans le colostrum permet
d’augmenter de 25% les réserves hépatiques des chiots (Hands et al., 2000).

e. Eléments cellulaires

Hormis les immunoglobulines, d’autres facteurs de protection sont présents dans le lait et le
colostrum. Des composants cellulaires tels que des lymphocytes et des cellules
phagocytaires, des neutrophiles et des macrophages (Stokes et Bourne, 1989). Ces cellules
sont absorbées par le nouveau-né et contribuent a I'établissement d’une immunité locale a
médiation cellulaire. Ces cellules phagocytaires ont aussi un rdéle dans le relarguage d’IgA en
réponse a des pathogénes entériques (Slade et Schwartz, 1987). D’autres protéines
présentes dans les sécrétions mammaires ont un réle dans la protection précoce du
nouveau-né. Par exemple, Rainard (1987) a montré que la lactoferrine du lait de vache avait
une activité bactériostatique. Le lait contient aussi des facteurs de croissance qui
participeraient au maintien de I'intégrité de la barriére muqueuse (Carpenter, 1980).

f.  Antitrypsines

Les immunoglobulines maternelles échappent au processus de digestion des protides, du fait
de I'immaturité relative des processus enzymatiques du nouveau-né, mais aussi parce que le
colostrum lui-méme contient des inhibiteurs de la trypsine (Arnaud, 2004).

Ces inhibiteurs de la trypsine protéegent les Ig G colostrales de la dégradation protéolytique,
ce qui contribue a une plus grande absorption intestinale (Crawford et al, 2003).
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g. Autres

Les sécrétions mammaires sont aussi riches en Insulin-like Growth Factors (IGF), en hormone
de croissance (GH) et en certaines enzymes comme les phosphatases alcalines (PAL) ou
yglutamyltransférase (yGT). Les facteurs de croissance et les hormones présents dans le
colostrum jouent un role crucial dans le développement et la santé des jeunes animaux, en
particulier la maturation du tube digestif (White, 1996 et Center et al., 1991).

On peut relever que notamment ces facteurs de croissance favorisent chez le chiot
I'acquisition, le développement et I’évolution de I'équipement enzymatique de la muqueuse
intestinale

Les rbles physiologiques du colostrum sont donc multiples et indispensables a la bonne
croissance du chiot. Mais si les sécrétions mammaires sont nécessaires, elles peuvent
contenir aussi des agents pathogenes ou des médicaments. Il est donc important de porter
une attention particuliére lors des traitements de la chienne en lactation.

h. Evolution de la composition des sécrétions mammaires pendant la lactation.

Le colostrum est caractérisé par sa richesse en protéines et sa faible teneur en lipides et en
glucides par rapport au lait. Sa composition évolue trés rapidement vers celle du lait, moins
riche en protéines mais source importante de lipides et lactose (tableau 1).

Jours de lactation

1 3 7 14 21 28 35 42
Protéines (g/I) 143 102,3 81,7 66,8 68,4 85,5 82,9 96,4
Lipides (g/I) 132,2 137,2 1321 n8,5 12,5 13,6 131,2 133,7
Lactose (g/I) 16,6 29,3 35.4 39,9 39.4 40,2 34 35,4
Calcium (Ca) (mg/l) 1363 1366 1773 1950 1929 2 085 2 440 2192
Phosphore (P) (mg/l) 935 914 1166 1175 1359 1401 1364 1355
Ca/P 1,5 1,5 1,5 1,7 1,4 1,5 1,8 1,6
Energie (kcal/l) 1831 1761 1657 1493 1444 1525 1648 1731

Tableau 1 : Concentration moyenne en nutriments des sécrétions mammaires au cours
de la lactation chez 10 chiennes Beagle, d’apres Adkins et al. (2001)

Le colostrum est une source essentielle d'immunoglobulines pour le chiot. Or nous ne
savons pas quelle quantité d’lg compose le colostrum canin, quelles sont les classes d’lg les
plus représentées, et comment évoluent leur concentration et leur proportion au cours de la
lactation. C’est dans ce cadre que nous nous intéressons a la qualité immunologique des
sécrétions mammaires, ainsi qu’a leurs facteurs de variation.
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) Etude expérimentale

A. Matériels et méthodes

1. Animaux

L’étude a été conduite sur 10 chiennes de race Beagle. La parité des chiennes est inconnue.
L’age moyen des chiennes est de 36 + 4,1 mois (12-53 mois).

Elles vivaient dans le méme environnement au chenil du laboratoire de Biologie de la
Reproduction (UMR 1198 INRA/ENVA Biologie du Développement et Reproduction). Elles
avaient entre 1 et 4 ans et demi.

Les chiennes bénéficiaient un protocole vaccinal classique contre la maladie de carré, Ila
parvovirose, I'hépatite de Rubarth, la leptospirose.

Les chiennes ont toutes été vaccinées contre I'herpés virus. Le vaccin EURICAN Herpes 250
(Merial, Lyon, France) a été administré le jour de la saillie et 1 mois avant la mise-bas.

Le moment de I'ovulation a été déterminé par frottis vaginal, dosage de la progestérone et
échographie transabdominale (Reynaud et al, 2005). Deux et trois jours apres I'ovulation,
une insémination intra-vaginale a été réalisée avec de la semence issue d’'un male Beagle de
la méme colonie de fertilité connue et bonne. Une césarienne était réalisée 61 jours post
ovulation. Les chiots ont ensuite été laissés avec leur mére, avec accés libre aux mamelles.

2. Prélévements

Les sécrétions mammaires et le sang des chiennes ont été prélevés a JO (jour de la
césarienne), J1, J2, puis tous les 7 jours jusqu’a J56 post partum (J7, J14, J21, 128, 135, J42,
J49, J56 soit 8 semaines post partum).

De plus, les sécrétions mammaires d’une seule chienne ont été prélevées de J-6, six jours
avant la mise-bas a J-1, veille de la mise-bas. Ces valeurs, ne concernant qu’une chienne,
n’ont aucune valeur statistique et ne seront donc présentées qu’a titre indicatif.

On désignera les sécrétions mammaires collectées entre JO et J2 par le terme « colostrum ».
Ensuite, elles seront désignées sous le terme de « lait ».
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a. Sécrétions mammaires

Pour faciliter la traite, de I'ocytocine (4Ul par voie intramusculaire, Ocytocyne-S Intervet-
Schering Plough, Beaucouzé, France) a été injectée. Apres 3 minutes d’attente, le
colostrum/lait de chaque paire de mamelle a été collecté et congelé a -80°C.

Les paires de mamelle étaient numérotées de la fagon suivante :

M1 = paire de mamelle thoracique craniale

M2 = paire de mamelle thoracique caudale

M3 = paire de mamelle abdominale craniale

M4= paire de mamelle abdominale caudale

M5= paire de mamelle inguinale.

b. Sérum
Le sang a été prélevé sur tube sec a la veine jugulaire ou la veine céphalique. Les échantillons
ont été laissés 1h puis placés une nuit a 4°C. Les prélevements étaient ensuite centrifugés,

puis le surnageant a été congelé a -80°C.

3. Dosage des immunoglobulines

Le dosage des immunoglobulines G, M et A est réalisé grace a la technique ELISA (Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay). Chaque classe d’'immunoglobuline a été dosée séparément.
Chaque prélévement a été dosé en duplicate.

a. Principe

La technique ELISA est un test immunoenzymatique destiné a détecter et/ou doser une
protéine dans un liquide biologique. Dans la technique de dosage dite « en sandwich », les
puits d’'une microplaque sont tapissés avec un anticorps dit « de capture » capable de lier
spécifiguement I'antigéne recherché. Lors de cette opération appelée « coating », I'anticorps
de capture se fixe au plastique des puits par des interactions électrostatiques.

Apres lavage et saturation de la plaque, la solution a tester est déposée dans les puits de la
microplaque et si I'antigéne recherché est présent, il va se lier spécifiqguement a I'anticorps
de capture. Un deuxiéme anticorps couplé a une enzyme de révélation comme la
peroxydase, capable de se lier a I'antigéne capturé est alors ajouté dans le puits et les
anticorps de révélation non fixés sont éliminés par lavage.

La réaction peut étre quantifiée par colorimétrie a partir d’'une courbe étalon, réalisée avec
des concentrations connues d’antigene puisque le nombre de molécules d’anticorps de
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révélation fixées dépend du nombre de molécules d’antigénes immobilisées par I'anticorps

de capture.

b. Protocole
Notre protocole suit donc le principe de la technique ELISA.

o Coating
Le coating est réalisé avec un anticorps polyclonal purifié spécifique de la classe
d’'immunoglobuline canine recherchée (tableau 2). Il est utilisé a une concentration de 0,01
mg/mL et sous un volume de 100 plL par puits. L’anticorps est dilué dans une solution de

carbonate-bicarbonate (référence : Bethyl® C3041) a 0,05M pH 9,6. On incube ensuite la
plague a 30°C durant 1 heure.

Références I .
- . Dilution Concentration
Anticorps chez Animal Type Couplage [C] de travail finale
Bethyl®
) Antidog s boign : Polyclonat L . _
ol 1g6 | A40 ’E_‘ISA -Mouton . purifié . 1 mg{mL =1/100 1_0 pglmL
N : P
e = Anti dog _ Polyclonal )
§ IgM Ad0-116A Chevre purifié 1 mg/imL 1/100 10 pg/mb
. Anti:dog AAR S OA AR - Polyclonal SRR : = SRR A
. IgA - A40 104A - Chévre | purifie - |- 1 mglmL 1100 _ 10 pgfmb
Anti dog
§ IgG - HRP A40-118P Mouton | monoclonal ; Peroxydase | 1 mg/mL | 1/50 000 20 ng/mL
| Antidog. - ] . . T . -
S | 1gM~ HRP. AA0-116P :Chgvre _monoclonal Perc_:xydgse_ :1'mg/mL | :1/100000- | 10 ng/mL. .
@ -
® ig;\/g? g%gp A40-104P Chévre | monoclonal | Peroxydase | 1 mg/mL | 1/50 000 20 ng/mL

Tableau 2 : Anticorps de coating et de révélation

o Lavages
On vide la plaque. On réalise 3 lavages avec 200 uL de PBS-Tween 20 a 0,05% (pH 8)
(référence : Bethyl® T9039).

o Saturation
On sature la plaque avec 200 pL par puits de PBS-BSA 1 % (pH 8) (référence : Bethyl® T6789).
L'incubation dure 30 minutes a 30°C.

o Lavages

On vide la plaque. On réalise 3 lavages avec 200 pL de PBS-Tween 20 a 0,05% (pH 8)
(référence : Bethyl® T9039).
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o Dilution des échantillons et dépots
La gamme et les échantillons sont préalablement dilués dans du PBS-BSA 1 % et 0,05%
Tween 20 (tableau 3 et 4). La gamme et les échantillons sont déposés dans les puits sous un
volume de 100 pL. L'incubation dure 1 heure a 30°C.

ELISA Concentration sérum Concentration de la gamme étalon
étalon
igG 31 mgfmL ~..-De5002a78ng/mL
Ig A 1,5 mg/mL De 1000 a 15,625 ng/mL
lg M 2,5 mg/mL ...~ De1000215625 ng/mL:

Tableau 3 : Dilution des gammes

Type Jm;if;:s Dilutions ig A Dilutions Ig M Dilutions Ig G
e | o | 1500006t . | .. — | 1/50000 et
-»‘Colost_rgmllalt ; Joadr2 17100000 1.»1/250_0 et1{5:000 41100000
Colostrum/iait J4T 8 J+14 11’/51%0000003" 1/2500 et 1/5000 | 1/25000 et 1/50000
Colostrumilait | e21aysss | PRUCEL | 12500t 115000 | 110000 et 1125000
- ) ) 17100000 et
Sérum chienne J 02 J+56 1/8000 et 1/16000 | 1/32000 et 1/64000 Ao

Tableau 4 : Dilution des échantillons

o Lavages
On vide la plague. On réalise 5 lavages avec 200 pL de PBS-Tween 20 a 0,05% (pH 8)
(référence : Bethyl® T9039).

o Anticorps de révélation
L’anticorps monoclonal de révélation couplé a I’'HRP (horseradish peroxidase) est dilué dans
du PBS-BSA 1 % et 0,05% Tween 20 (tableau 1). 100 plL sont ensuite déposés dans tous les
puits. L'incubation dure 1 heure a 30°C.

o Lavages
On vide la plaque. On réalise 5 lavages avec 200 pL de PBS-Tween 20 a 0,05% (pH 8)
(référence : Bethyl® T9039).

o Révélation
On dépose 100 pL de TMB (substrat de la peroxydase, référence : Bethyl® 080831). La durée
de la révélation est fonction de la classe d’'immunoglobuline dosée : 8, 12 et 8 minutes pour
les Ig G, A, M respectivement.
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o Arrét de la révélation
On ajoute 100 uL d’acide sulfurique H2S04 2M (référence : KPL® 50-85-04).

o Lecture

La lecture de I'absorbance se fait a I'aide d’un spectrophotometre avec un laser émettant
une longueur d’onde de 450 nm.

4. Analyse statistigue

Pour chaque échantillon, et pour chaque classe d'immunoglobuline, la concentration en
immunoglobuline a été déterminée en calculant la moyenne des deux valeurs issues des 2
replicates.

Ensuite, on obtient la concentration en immunoglobuline totale en faisant la somme des
concentrations des trois classes d'immunoglobulines (Ig G, M, A).

Les résultats sont exprimées sous la forme moyenne + SEM (standard error of the mean), qui
représente 'erreur type de la moyenne (SEM = a/V(n), o étant I'écrat-type et n le nombre
d’échantillons de la population).

Des tests statistiques ont ensuite été menés grace tout d’abord a I'analyse de la variance
puis au test de Student.

L'analyse de la variance a permis d'étudier le comportement de la concentration en Ig, la
variable continue a expliquer en fonction des individus et du temps. Ensuite, avec le test de
Student, on compare deux groupes de données. On émet I'hypothése nulle Ho que ces deux
groupes sont égaux, et on calcule la probabilité de faire une conclusion erronée (accepter Ho
alors que c’est faux ou rejeter Ho alors qu’elle est vraie). On ne conclut que lorsque p <
0,05, dans ce cas les résultats sont considérés comme significativement différents.

Pour évaluer la corrélation entre deux variables aléatoires, nous avons calculé le coefficient
de corrélation linéaire r. Nous avons conclu a une corrélation significative entre les variables
lorsque-1<r<-0,5et0,5<r<1.
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B. Résultats

1. Sécrétions mammaires

a. Population étudiée

10 mises-bas ont été prises en compte entre le 12 février 2006 et le 12 ao(t 2008.

64 chiots sont nés, soit 6,4 + 0,35 par portée (minimum 2, maximum 11). Le poids moyen des
chiots était de 263 + 8,4g. 7 chiots sont morts durant I'étude, soit un taux de mortalité de
12,3%.

b. Influence du huméro de la paire de mamelles

La variation de la concentration en immunoglobulines selon le numéro de paire de mamelles
a été testée sur les sécrétions mammaires collectées entre JO et J2, sur 13 échantillons. Les
trois classes d’lg ont été dosées (figure 6).

Les concentrations en immunoglobulines des trois classes sont équivalentes entre les
différentes mamelles (p=0,68). Dans la suite de I'analyse, la concentration d’une
immunoglobuline donnée a une date t est définie comme la moyenne des concentrations en
Ig de cette classe dans les sécrétions des cing paires de mamelles a cette date. Il sera fait de
la méme maniere pour toutes les immunoglobulines mesurées.
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Figure 6 : Concentration des immunoglobulines dans la sécrétion lactée entre JO et J2 en fonction du
numéro de paire de mamelles (n = 13)
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c. Cinétique de la concentration en Ig au cours de la lactation

cl.1gG

La concentration en Ig G est significativement plus élevée de JO a J2 qu’au cours de la suite
de la lactation (concentration en Ig G significativement différente entre J2 et J7 avec p=0,01).
La concentration en Ig G dans le colostrum est en moyenne de 17,9 + 2,7 g/L (n=14), il n’y a
pas de différence significative entre JO et J2 (p=0,07).

Les concentrations apres J7 et jusqu’a la fin de la lactation sont statistiquement stables, la
concentration moyenne étant 1,36 + 0,3g/L (n=43) (figure 7).

Ensuite, on voit une tres forte hétérogénéité de la concentration en Ig G dans le colostrum
selon les chiennes. Par exemple a JO, la concentration minimale en Ig G est de 11,9 g/L alors
que la valeur maximale est de 33,8 g/L.

Cette hétérogénéité s’efface au cours de la lactation, par exemple a J28, le minimum est de
0,28 g/L et le maximum 1,06 g/L.
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Figure 7 : Evolution de la concentration en Ig G dans les sécrétions mammaires au cours de la
lactation
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c2.1gM

Les taux d’lg M sont beaucoup plus faibles que les concentrations d’lg G. Par exemple, dans
le colostrum, le taux moyen d’lg M est de 0,6 + 0,08 g/L, alors qu’il est de 17,9 + 2,7g/L pour
les Ig G (n=14). Les variations observées dans le temps ne sont pas significatives. La
concentration moyenne en Ig M est 0,6 + 0,08 g/L durant la lactation (n=57)(figure 8).

2,5
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Concentrationen Ig M en g/L
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Jours apres la mise-bas

Figure 8 : Evolution de la concentration en Ig M dans les sécrétions mammaires au cours de
la lactation
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c3.1gA

Les concentrations en Ig A sont élevées durant toute la lactation. Il n’y a pas de différence
statistiquement significative au cours de la lactation (figure 9).

La concentration en Ig A dans le colostrum est de 13,3 + 1,9 g/L (n=14). A partir de J2 (exclu)
et jusqu’a la fin de la lactation, la concentration moyenne en Ig A est de 11,2 + 1,3 g/l
(n=43).

On peut remarquer 2 pics notables, a 42 et 55 jours post partum. On pourrait penser a des
variations individuelles certainement mettant en jeu une réponse immunitaire locale, méme
si cela survient sur 2 chiennes différentes.

En excluant ces deux valeurs que l'on peut considérer comme exceptionnelles, la
concentration en Ig A de J2 (exclu) jusqu’a la fin de la lactation est de 9,6 g/L. Méme en
excluant ces deux valeurs, il n'y pas de différence significative de la concentration en Ig A
durant toute la lactation (p=0,6).
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Figure 9 : Evolution de la concentration en Ig A dans les sécrétions mammaires au cours de la
lactation

37



c4. Importance relative des différentes classes d’lg

La concentration totale en immunoglobulines est directement corrélée a celle en
immunoglobulines G durant les 10 premiers jours post partum, puis par la suite est calquée
sur celle en immunoglobulines A (figure 10).

La concentration totale moyenne en immunoglobulines dans le colostrum est d’environ
43g/L dans notre étude et reste aux alentours de 10g/L tout au long de la lactation.
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Figure 10 : Evolution des concentrations en immunoglobulines au cours de la lactation chez
la chienne
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La figure 10 montre des variations inter-individuelles majeures entre les chiennes. Par
exemple, a JO, les concentrations en immunoglobulines totales varient de 20,7 a 56,9 g/L,
soit une variation d’un facteur 2,5. La variation maximale est a J2, ou le facteur de variation
atteint 7,8.

c5. Importance relative des différentes classes d’lg

La figure 11 montre I'évolution des proportions relatives en immunoglobulines dans les
sécrétions mammaires. Alors que dans les 10 premiers jours, la proportion des
immunoglobulines G diminue considérablement, celle des Ig A augmente. A la mise-bas, le
colostrum contient 42% d’lg A, 56% d’lg G, la part des Ig M pouvant étre considérée comme
marginale, aux alentours de 2% des immunoglobulines totales. Quinze jours post partum,
90% des immunoglobulines des sécrétions mammaires sont des Ig A, environ 7% sont des Ig
Get3%deslig M.
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Figure 11 : Proportion des différents types d'immunoglobulines dans les sécrétions
mammaires de chienne
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d. Facteurs de variation de la qualité immunologique du colostrum

Nous rappelons que nous avons désigné par le terme « colostrum », les sécrétions
mammaires collectées entre JO et J2.

Nous définissons la qualité immunologique du colostrum par sa teneur en Ig totales. Nous
considérons ainsi que plus la concentration en Ig totales est élevé, meilleure est la qualité du
colostrum.

d1. Vaccination

La figure 12 représente l'influence du délai séparant le dernier rappel vaccinal et la mise-bas
sur la concentration moyenne en immunoglobulines totales dans le colostrum, c’est-a-dire
les sécrétions mammaires de JO a J2 (inclus) post partum. Cette courbe (avec le coefficient
de corrélation r =- 0,01) nous montre qu’il est impossible d’établir une relation entre le délai
écoulé depuis le dernier rappel vaccinal et la concentration en immunoglobulines dans le

colostrum.
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Figure 12 : Influence du délai entre la vaccination et la mise-bas sur la concentration en
immunoglobulines totales du colostrum (n = 13)
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d2. Taille et poids de la portée

L'importance de la portée peut se quantifier par le biais de plusieurs paramétres : le nombre
de chiots, le poids total de la portée ou le poids moyen des chiots.

Aucun lien n’a pu étre mis en évidence entre le nombre de chiots dans la portée et la
concentration en Ig du colostrum (figure 13). Par exemple, p= 0,86 pour les Ig G et p= 0,11
pour les Ig A. Aucune influence du poids total de la portée (figure 14), ni du poids moyen des
chiots au sein d’une portée (figure 15) n’a été non plus observé.
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Figure 13 :Influence du nombre de chiots nés dans la portée sur la qualité du colostrum
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Figure 15 : Influence du poids moyen des chiots par portée sur la qualité du colostrum.
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2. Sérum

a. Cinétique de la concentration en Ig G sériques au cours de la lactation

Les concentrations sériques en Ig G augmentent significativement de JO a J2 (p=0,003) et de
J2 a)7 (p=0,014). En effet, a JO, la concentration sérique moyenne en Ig G est de 8,0 + 0,6 g/L
(n=9),aJ211,2+0,7 g/L (n=9) et 15,1 +,3 g/L (n=7) a J7. A partir de J7 et jusqu’a la fin de la
lactation, la variation des concentrations sériques en Ig G n’est pas significative, la
concentration moyenne en Ig G est alors de 16,9 + 0,7 g/L (n=65) (figure 16).
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Figure 16 : Concentrations en immunoglobulines G dans le sérum des chiennes durant la
lactation
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b. Cinétique de la concentration en Ig M sériques au cours de la lactation

Les concentrations sériques en Ig M sont significativement différentes entre les deux
premiers jours qui suivent la mise-bas, et le reste de la lactation (p=0,007). A partir de J2, les
concentrations sériques en Ig M ne varient pas statistiquement (figure 17).

La concentration sérique moyenne en Ig M de JO a J2 est de 2,34 £ 0,1 g/L (n=20), alors que
pour le reste de la lactation, elle est de 2,96 + 0,1 g/L (n=57). On remarque que ses
concentrations sont beaucoup plus faibles que celles observées pour les Ig G, 16,9 + 0,7 g/L
en lactation contre 2,96 + 0,1 g/L pour les Ig M.
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Figure 17 : Concentrations en immunoglobulines M dans le sérum des chiennes durant la
lactation
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c. Cinétique de la concentration en Ig A sérigue au cours de la lactation

Durant les 10 premiers jours, les concentrations en IgA du sérum des chiennes sont
statistiquement stables autour de 1,60 + 0,2 g/L (n=27). Ensuite, cette concentration
augmente et est significativement différente a J14 jusqu’a la fin de la lactation, avec une
moyenne de 3,99 + 0,4 g/L (n=50) (figure 18).

La variabilité inter individuelle est trés importante au cours de la lactation. En effet, 28 jours
post partum, le taux en Ig A sérique varie de 1,0 a 9,4 g/L et a 42 jours post partum, et de 0,4
a 2,0 g/Lle jour de la mise-bas, soit une variation d’un facteur évoluant de 5 a 9.
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Figure 18 : Concentrations en immunoglobulines A dans le sérum des chiennes durant la
lactation
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3. Relation entre les concentrations sérigues et colostrales en immunoglobulines

La figure 19 représente la relation de la concentration sérique en Ig G et la concentration en

Ig G colostrales. Cette courbe (avec r=-0,12) nous montre qu’il est impossible d’établir une

corrélation entre ces deux concentrations.
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Figure 19 : Relation entre les concentrations sériques et colostrales en Ig G
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On peut se demander si c’est le cas durant toute la lactation. La figure 20 présente donc la
relation entre la concentration sérique en Ig G et celle des sécrétions mammaires a J28 post
partum. Cette courbe (avec r= -0,19) nous montre qu’au milieu de la lactation, il est
impossible d’établir un lien entre les concentrations sériques et lactées en Ig G.
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Figure 20 : Relation entre les concentrations en Ig G dans le sérum et dans les sécrétions
mammaires a 28 jours apres la mise-bas.
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b. 1gM

Aucune corrélation entre taux sériques en Ig M et les taux colostraux n’est apparue (r= -0,4)
(figure 21). Aucune relation n’a été non plus mise en évidence a J28 (r=-0,4) (figure 22).
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Figure 21 : Relation entre les concentrations sériques et colostrales en Ilg M
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Figure 22 : Relation entre les concentrations en Ig M dans le sérum et dans les sécrétions
mammaires a 28 jours apres la mise-bas.
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c. IgA

La figure 23 (r = 0,05) ne fait pas apparaitre de relation entre les concentrations sériques et
colostrales en Ig A.
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Figure 23 : Relation entre les concentrations sériques et colostrales en Ig A

De la méme fagon, aucune corrélation n’est apparue a J28 (r = 0,3) (figure 24).
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Figure 24 : Relation entre les concentrations en Ig A dans le sérum et dans les sécrétions
mammaires a 28 jours apres la mise-bas
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d. Rapport entre les concentrations colostrales et sériques

Pour chaque animal, le rapport des concentrations en immunoglobulines colostrales (pour
chaque classe) sur les concentrations en immunoglobulines sériques a été calculé. Les
moyennes sont présentées dans le tableau 8.

Au total, il y a 2 fois plus d’'immunoglobulines dans le colostrum que dans le sérum. Les Ig A
sont en moyenne 13 fois plus concentrées dans le colostrum que dans le sérum (tableau 7)
et 1,7 fois pour les Ig G. Les Ig M sont la seule classe d’lg a étre moins concentrées dans le
colostrum que dans le sérum, il y en a 3 fois moins que dans le sang.

Ig G Ig M Ig A Ig tot
Moyenne du
rapport Ig
colostrales/Ig 1,760,32 0,29 10,06 13,61 +2,63 2,19 0,39
sériques
(+SEM)

Tableau 7 : Moyenne du rapport Ig colostrale sur Ig sérique pour chaque classe d’lg
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lll) Discussion

A. Limites de I’étude

1. Population étudiée

L’étude a eu lieu dans un lieu unique. Ceci supprime I'éventuelle variabilité de la pression
microbienne et de I'immunité en fonction de I'élevage, de la localisation géographique, de
la conduite d’élevage ainsi que de l'alimentation. Inversement, dans ce travail, les tétées
n’étaient pas controlées pour refléter au maximum les conditions naturelles d’élevage.

Le choix d’une race unique (Beagle) a permis de s’affranchir des variations liées a la race. Il
existe en effet une variation des proportions de lymphocytes sanguins circulants (entre les
races canines) (Faldyna, et al, 2001) ainsi que des profils de réponses sérologiques induites
par la vaccination (Kennedy et al, 2007). De plus, en ce qui concerne le colostrum, les
concentrations en Ig y subissent des variations inter-raciale, clairement démontrées dans
I'espéce porcine: les truies Large-White et Landrace ont un colostrum plus riche en
immunoglobulines G que celui des truies de race Piétrain (Voisin, 2005).

Il serait donc probablement intéressant de réaliser le méme type d’étude que celle réalisée
ici en race Beagle dans d’autres races, en particulier de comparer des races de petit et grand
format. Il serait également intéressant d’étudier des colostrums issus de chiennes vivant
dans différents élevages, afin en particulier de tenter de mettre en évidence des facteurs de
la conduite d’élevage favorisant une meilleure qualité immunologique du colostrum.

2. Période de suivi

Aucun prélevement n’a été effectué entre le deuxieme et le septieme jour apres la mise-bas.
Or, dans beaucoup d’espéces, c’est durant cet intervalle que le colostrum laisse place au lait
(Klobasa et al., 1987 ; Weaver et al., 2000). Et nos résultats montrent que la composition en
Ig des sécrétions mammaires varie de facon trés importante entre J2 et J7 chez la chienne.
Pour décrire au mieux [|’évolution des sécrétions mammaires, il faudrait donc avoir des
prélévements journaliers durant la premiere semaine apres la mise-bas.

De plus, il aurait pu étre intéressant de mesurer les taux sériques en Ig des avant la mise-bas,
pour voir s’il y avait une corrélation entre les taux sériques pendant la gestation et ceux du
colostrum. Chez la truie, Voisin (2005) montre une homogénéité des concentrations sériques
en Ig G 4 semaines avant la mise-bas, alors que I'immunité colostrale a la mise-bas était
hétérogene. L'immunité 4 semaines avant mise-bas n’expliquait que 12% de l'immunité
colostrale. Il pourrait étre intéressant de faire de méme dans I'espéce canine pour savoir si
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les concentrations sériques en cours de gestation peuvent étre un indice prédictif de la
qualité du colostrum.

En outre, un suivi des taux sériques en Ig au cours de la lactation permettrait d’évaluer
I'existence d’'une immunosuppression physiologique en fin de gestation chez la chienne,
contribuant par exemple a la réactivation de certains pathogénes néonataux comme
I’"herpes virus de type I.

3. Durée de gestation

Les mises-bas ont été réalisées par césarienne 61 jours post-ovulation. On peut s’interroger
sur I'influence de cette gestion de la parturition sur la qualité colostrale.

En effet, I'’étude de Beam et al. (2009) a montré que les veaux nés par césarienne ou les
veaux nés grace a lintervention d’un vétérinaire (car mal positionné pour le vélage)
présentent un risque 2,6 fois plus élevé de déficit du transfert passif de I'immunité. Mais
plus qu’une influence directe de la césarienne sur la qualité colostrale, le déficit pourrait
s’expliquer par I'anoxie anténatale du veau.

4. Choix des classes d’lg dosées

Les Ig E ont été dosées sur prés de la moitié des échantillons. Les concentrations étant quasi
nulles, les données ne sont pas présentées.

L'importance de cette classe d'immunoglobuline dans les sécrétions mammaires de la
chienne n’a pas été étudiée. Il serait intéressant de doser les Ig E dans d’autres élevages
(soumis a d’autres pathogenes) pour savoir si ces faibles taux sont retrouvés. Si c’est le cas,
on pourrait se demander quel est le réle et I'efficacité de cette classe d’lg dans la prévention
de la contamination du chiot.

Hine et al. (2010) rapporte une concentration en Ig E dans le colostrum ovin environ 4 fois
supérieure aux concentrations en Ig E sériques (sérum prélevé 30 jours avant la mise-bas),
contrairement aux concentrations en Ig E dans le lait qui ne représentent que 5% des IgE
sériques (lait prélevé entre 6 et 8 semaines post agnelage). Les transports sélectifs des
autres immunoglobulines (Ig G, M, et A) ont été bien étudiés (Watson, 1980), en revanche,
I’existence d’un tel mécanisme n’a pas été démontré pour les Ig E. Pour Lascelles et al .
(1981), les Ig E colostrales proviennent méme entierement du sang. Hine et al. (2010)
s’interrogent sur I'existence d’un transport sélectif, le ratio Ig E colostrales/Ig E sériques
étant de 4, ce qui est significativement inférieur a celui des Ig G1 et Ig A, proche de 8, mais
supérieur a celui des Ig M proche de 2. Ainsi, un transport sélectif des Ig E pourrait étre
envisagé.
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B. Composition en Ig des sécrétions mammaires de la chienne et facteurs

d’influence

1. Composition en Ig des sécrétions mammaires de la chienne

Les concentrations en Ig G sont significativement plus élevées durant les 48 premiéres
heures apres la mise-bas qu’au cours de la lactation. Schafer et al. (2004) trouvent des
résultats similaires (tableau 9), tant sur I"évolution au cours de la lactation que sur les
concentrations mesurées.

Les concentrations en Ig M dans les sécrétions mammaires sont faibles durant toute la
lactation (0,6 +0,09 g/L) et aucune variation significative n’a été montrée au cours de la
lactation. Ces concentrations sont équivalentes a celles trouvées par Schafer et al. (2004)
mais inférieures a celles de Herbert et al. (1970), mais pour cette étude la variabilité n’est
pas précisée (tableau 9).

Aucune différence significative dans les concentrations en Ig A n’a été démontrée au cours
de la lactation. Cette stabilité des concentrations en Ig A au cours de la lactation est
retrouvée dans |'étude de Schafer et al. (2004). En revanche, le tableau 8 montre que les
concentrations en Ig A dans les sécrétions mammaires sont plus élevées dans notre étude
gue dans celle de Schafer et al. (2004) ou de Herbert et al. (1970). Par exemple, 24 heures
apres la mise-bas, la concentration en Ig A dans le colostrum est de 17,743,8 g/L dans notre
étude contre 9,9+4,3 g/L dans celle de Schafer et al. (2004). De la méme facon, la
concentration moyenne en Ig A dans le colostrum est de 13,3+1,9 g/L dans notre étude
contre 3,13 g/L (écart-type non précisé) dans celle de Herbert et al. (1970).
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Etudes

Herbert et al. (1970)

*

Schafer et al. (2004)

* %k

Notre étude
% %k %k

Nombre de 4 6 10
chiennes
prélevées
Race American Foxhound Rottweiler Beagle
Types d’lg G M A G M A G M A
Délai par
rapport a la
mise-bas
(en jour) : 21,6151 | 0,6+0,2 | 16,7t4,7
0
1
19,3+20,9 | 0,6+0,2 | 9,9+4,3 | 26,546,8 | 0,6+0,1 | 17,7+3,8
2
13,5¢9,4 | 0,3+0,1 | 6,0+1,7 | 12,1+2,0 | 0,5¢0,1 | 9,5 %1,7
Colostrum
14,53 2,17 3,13 17,9+2,7 | 0,610,1 | 13,3+1,9
(017_317) (117_512))
14
2,0+2,1 0,4+0,3 | 2,0+¢2,1 | 0,6%0,1 | 0,3%#0,1 | 6,4+0,9
28
0,8+0,9 0,4+0,1 | 4,4+1,6 | 0,7¢0,1 | 0,5+0,1 | 8,9%0,7

* Les données sont sous la forme, moyenne et écart-type.

** Les données sont sous la forme X #SD, SD représentant |'écart-type.

***|Les données sont présentées sous la forme X+SEM.

Tableau 8 : Synthése bibliographique. Concentrations des différentes classes d’lg dans les
sécrétions mammaires de chiennes (en g/L)
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2. Proportion des Ig dans les sécrétions mammaires

Les résultats obtenus par Heddle et Rowley (1975) sur 4 chiennes croisées sont similaires aux
notres (figures 11 et 25) : les Ig G sont majoritaires durant les premiers jours de lactation,
puis diminuent trés fortement en proportion jusqu’au 15°™ jour aprés la mise-bas. Dés le
troisiéme jour, les Ig A constituent plus de 50% des Ig dans les sécrétions mammaires.

A partir de J15, environ 85% des Ig dans les sécrétions mammaires sont des Ig A, et une
proportion équivalente d’lg G et M est retrouvée, environ 7,5 %.

Cependant, la répartition 24 heures apres la mise-bas selon Heddle et Rowley (1975) est de
80 % d’lg G pour 18% d’lg A, contre 59,1% et 39,5% dans notre étude (tableau 9). Cette
différence n’est plus observée a 48 heures aprées la mise-bas.
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Figure 25 : Evolution de la proportion des différentes classes d’'immunoglobulines dans les
sécrétions mammaires de chienne au cours de la lactation, d’aprés Heddle et Rowley (1975).
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Etudes

Heddle et Rowley (1975)

Notre étude

Nombre de 4 10
chiennes
prélevées
Race Croisé Beagle
Types d’lg G M A Toten g/L G M A Toten g/L
(Moy) (Moy +SEM)
*
Proportion d’lg ND ND ND 15 55,5% 1,6% 42,9% 38,8+38,1
le jour de la
mise-bas
Proportion d’lg 80% 2% 18% ND 59,1%% | 1,4% 39,5% 44,9+ 8,1
24h aprés la
mise-bas
Proportion d’lg 50% 8% 42% 2,5 54,5% 2,5% 43% 22,1+3,6

48 h apreés la
mise-bas

* Les SEM ne sont pas précisés.

Tableau 9 : Synthése bibliographique : proportion des différentes classes d’lg dans le

On remarque que si nos études sont comparables

colostrum canin

pour les proportions des différentes
classes d’lg dans les sécrétions mammaires, les concentrations totales en Ig sont différentes.
Le jour de la mise-bas, la concentration en Ig totale du colostrum dans notre étude est 2 fois
plus élevée que dans I'étude de Heddle et Rowley (1975), et 7 fois plus élevée 48 heures
apres la mise-bas.

On peut se demander alors comment expliquer de telles différences.
Nous ne connaissons pas le statut vaccinal des chiennes utilisées dans I'étude de Heddle et
Rowley (1975). De plus, Heddle et Rowley (1975) n’ont effectué aucune mesure du taux
sérique en Ig, donc aucune comparaison (avec notre étude) ou corrélation (entre les taux
sériques et colostraux) ne peut étre effectué.
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L'espece porcine, comparable a I'espéce canine en termes d’anatomie mammaire (5 a 8
paires de mamelles) et de taille de portée, I'est également en ce qui concerne la composition
en immunoglobulines des sécrétions mammaires. En effet, la forte concentration en Ig G du
colostrum cede la place a une majorité d’lg A durant la premiére semaine de lactation.
Cependant, une différence notable est la placentation, épithéliochorial chez la truie
(endothéliochorial chez les Carnivores domestiques). Cela signifie que 6 couches tissulaires
séparent les endothéliums maternels et foetaux, ce qui rend le passage transplacentaire des
immunoglobulines impossible, et renforce la nécessité d’une prise immédiate a la naissance
de colostrum par le porcelet.

Les similitudes entre ces deux espéeces sont donc intéressantes et peuvent nous amener a
surveiller de prés les progrés dans la connaissance et les techniques de transmission de
'immunité de la truie aux porcelets, pour peut étre pouvoir les appliquer dans I'espéce
canine.

3. Facteurs de variation

La taille de la portée (nombre de chiots), le poids total de la portée ou le poids moyen du
chiot n’intervient pas sur la qualité immunologique du colostrum.

En revanche, la taille de la portée influence la quantité de colostrum que chaque chiot va
pouvoir ingérer. Or l'augmentation du nombre de chiots n’est pas associée a une
augmentation de la concentration en immunoglobulines. Donc lors de portée nombreuse,
pour que chaque chiot ait accés a la méme quantité d’lg, il faut que la quantité de colostrum
produit augmente. Il serait donc intéressant d’étudier la quantité de sécrétions mammaires
produites en fonction du nombre de chiots nés.

Récemment, l'influence des modifications endocriniennes en période peripartum a été
étudiée. Une corrélation positive est observée entre les concentrations plasmatiques d’IGF-I
et le volume et la teneur en IgG du colostrum. Des stratégies nutritionnelles sont donc
recherchées afin de moduler les concentrations plasmatiques de prolactine et/ou de
progestérone chez la truie en fin de gestation et d’en étudier les conséquences sur la
production de colostrum (Foisnet, 2010). L'exploration de stratégies nutritionnelles pour
améliorer tant la quantité que la qualité immunologique du colostrum serait intéressante
chez la chienne.
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4. Concentration sérigue en Ig

Les concentrations sériques des trois classes d’lg varient significativement au cours de la
lactation. La concentration sérique en Ig G augmente de JO a J2, puis de J2 a J7, pour se
stabiliser le reste de la lactation (figure 16). La concentration sérigue moyenne en Ig G
calculée chez des chiens en I'absence de gestation varie de 9,2 g/L a 14,4 g/L (Herbert et al.,
1970) (tableau 10). Or, la concentration moyenne en Ig G durant la lactation est de 16,9 + 0,7
g/L, ce qui est supérieur aux concentrations sériques moyennes en Ig G hors gestation
trouvées dans |'étude d’Herbert et al. (1970).

Les taux sériques en Ig M augmentent de facgon significative le deuxiéme jour apres la mise-
bas pour rester ensuite stables tout au long de la lactation (figure 17), la concentration
sérique moyenne en Ig M est alors de 2,9 +0,09 g/L. Heddle et Rowley (1975) présentent une
concentration sérique moyenne en Ig M de 1,7 g/L, contre 1,45 g/L et 1,56 g/L dans I'étude
de Herbert et al. (1970) selon la race (tableau 10). Dans notre étude, la concentration
sérique en Ig M serait donc 2 fois supérieure a celle des deux autres études donnant des
résultats hors gestation/lactation.

Les concentrations sériques en Ig A augmentent de facon significative 7 jours aprés la mise-
bas, pour rester ensuite stables tout au long de la lactation (figure 18), la concentration
sérique moyenne en Ig A est alors de 3,9 +0,38 g/L. Heddle et Rowley (1975) obtiennent une
concentration sérique moyenne en Ig A de 0,5 g/L, contre 0,79 g/L et 0,83 g/L dans I'étude
de Herbert et al. (1970) (tableau 10). Dans notre étude, la concentration sérique en Ig A
serait donc 7 fois supérieure a celle des deux autres études.

Les concentrations sériques des 3 classes d’lg sont augmentées durant la lactation par
rapport aux concentrations sériques d‘animaux ne présentant pas de gestation. Or pour
savoir si cette augmentation est due a la lactation, il aurait fallu mesurer les taux sériques
en Ig des chiennes avant, pendant, et aprés la gestation et idéalement sur des chiennes de la
méme colonie a la méme période, au stade de dioestrus.
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Etudes

Herbert et al. (1970)

Herbert et al. (1970)

Heddle et Rowley

Notre étude

(1975)
Nombre De 21 a 37 De 20a 35 14 10
de
chiennes
prélevées
Race American Foxhound,
English Foxhound et Croisé Croisé Beagle
Colley
Typesd'lg | G M A G M A G M A G M A
Absence | 9,2 1,56 0,83 14,4 1,45 0,79 9,8 1,7 0,5
de
gestation (0,7- (0,4- (0,8- (0,3- (5,2- (0,7- (0,2-
3,0) 2,4) 2,1) 2,4) 17,3) 2,7) 1,2)
Délai par 8,1+0,6 | 2,2+0,2 | 1,240,2
rapport a
la mise-
bas (en
jour) :
0
2 11,20,7 | 2,4+0,2 | 1,50,3
28 15,4+1,4 | 3,240,4 | 4,3+1,0

différentes classes d’lg en présence ou en I'absence de lactation (en g/L).

Tableau 10 : Synthése bibliographique. Comparaison des concentrations sériques des
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5. Lien entre concentrations sérigue et colostrale en Ig

a. IgG

Nos résultats montrent des concentrations en Ig G sériques plus faibles durant les 2 premiers
jours apres la mise-bas qu’ensuite. Cela peut s’expliquer par le fait que les Ig G sont
transférées du sérum pour la majeure partie alors que les Ig A, M et la partie restante d’lg G
sont produites localement. De plus, le ratio des concentrations en Ig G colostrale sur les
concentrations en Ig G sérique étant de 1,76+0,3 (tableau 8) il existe probablement un
transport sélectif des Ig G, ou une synthése locale, ou les deux.

Chez les bovins, les Ig colostrales dérivent en partie du sérum par filtration ainsi que I'ont
révélé les études de transfert d’lg radio-marquées de Newby et Bourne (1977). On a pu
évaluer que 100% de leurs Ig G, 50 a 70% des Ig M, et 50% des Ig A proviennent de la
filtration a partir du sérum et le reste (50% des Ig A, 30 a 50% des Ig M) est d{ a la synthese
locale par les plasmocytes de la mamelle (Newby et Bourne, 1977).

La prééminence, chez les ruminants, des IgG1 sur les 1gG2 dans les sécrétions mammaires
s’explique par un passage transépithélial sélectif des IgG1, qui permet a ces Ig d’atteindre
dans le colostrum des concentrations beaucoup plus élevées que dans le sérum dont elles
sont issues. Ce transfert fait intervenir des récepteurs spécifiques des IgG1. Ce mécanisme,
qui s’accélere dans les jours qui précedent le vélage, permet le transfert de quantités
considérables d’lgG1 du sang vers la mamelle : en moyenne 1,5 kg chez la vache laitiére dans
les trois dernieres semaines précédant le vélage.

Une partie des 1gG2, A et M est synthétisée localement par des plasmocytes du parenchyme
mammaire des bovins. L’existence de cette synthese locale d’lg surajoutée a la transsudation
est étayée par des méthodes de détection immunohistologique de plasmocytes a IgG1 et IgA
(Sheldrake et al., 1984 ; Collins et al., 1986).

Notre étude n’a pas différencié les Ig G1 des Ig G2, il est impossible de savoir si le méme
phénomeéne est observé chez la chienne.

b. IgM

Les Ig M sont beaucoup moins concentrées dans le colostrum que dans le sérum (tableau 8 :
rapport des concentrations colostrales et sériques = 0,29+0,06). Ainsi I'existence d’un
transport sélectif des Ig M du sérum vers les sécrétions mammaires parait peu probable.
Dans les autres espéeces, les Ig M proviennent a la fois d’un transfert du sérum et d’une
synthése locale (Bourne et Curtis, 1973).
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c. IgA

Les Ig A sont beaucoup plus concentrées dans le colostrum que dans le sérum (tableau 8 :
rapport des concentrations colostrales et sériques = 13,61+2,63). Cette tres forte
concentration colostrale peut avoir plusieurs origines : soit un transport sélectif des Ig A
sériques vers les sécrétions mammaires, soit une production locale, soit les deux.

Des Ig A sécrétoires spécifiques de micro-organismes intestinaux ont été mis en évidence
dans les sécrétions mammaires (Head et Beer, 1979). L'administration par voie orale de
souche non pathogene d’Escherichia coli a des femmes a révélé la présence d’anticorps Ig A
et de cellules formées a partir de ces Ig A dans les sécrétions mammaires, les anticorps Ig G
et Ig M n’étant pas produits. L’hypothése avancée est que les cellules sensibilisées par les
antigénes ont migré du systéme gastro-intestinal aux glandes mammaires (Norcross, 1982).
Les immunoblastes seraient présentés a I'antigéne au niveau des plaques de Pleyer. lIs se
différencieraient alors en blastocytes spécifiques de I'antigéne, destinés a sécréter des Ig A.
lIs migreraient via les nceuds lymphatiques mésentériques dans la circulation générale, et les
glandes mammaires seraient une de leurs principales cibles. Ce lien immunologique
intestinal-mammaire a été confirmé dans de nombreuses espéces (porc, bovin, rat)
(Norcross, 1982).

Chez la truie, toutes les Ig G et une trés grande partie des Ig M du colostrum proviennent du
sérum. Cela contraste avec les Ig A dont seulement 40% proviendrait du sérum, ce
pourcentage diminuant rapidement avec le début de la tétée. Par exemple, un prélévement
de colostrum collecté 6 heures aprés la parturition contiendrait seulement 11% d’lg A
sériques (Bourne et Curtis, 1973). Mais les Ig A ne représenteraient que 13 a 15% des Ig
colostrales totales chez la truie (chez la chienne 18% pour Heddle et Rowley, 39,5% pour
nous 24 heures apres la mise-bas). L'lg colostrale majeure chez la chienne reste I'lg G, tout
comme chez la vache et la brebis (Bourne et Curtis, 1973). Le colostrum apparait dés lors
d’un point de vue immunologique plus comme un transsudat qu’une réelle sécrétion.

En revanche, dans le lait, 90% des Ig A et M et 70% des Ig G seraient localement produits
dans le tissu mammaire chez la truie. La transition entre le profil des Ig colostrales
(majoritairement Ig G) au profil immunologique du lait (Ig A majoritaire) est totalement
effectuée une semaine apres la mise-bas chez la truie (Curtis et Bourne, 1971). Les Ig A étant
donc majoritaires dans le lait, la production locale synthétise donc 90% des Ig du lait.

Cette situation du lait de truie contraste avec le lait de vache ou de brebis ol les Ig G
prédominent et les Ig A sont présents a de trés faibles concentrations (Mach et Palud, 1971),
mais le rapproche du lait de chienne.
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C. Perspectives : alternatives au colostrum pour I'acquisition de

I'immunité passive

1. Immunité homospécifique

L’échec du transfert passif de I'immunité (Failure of passive transfer of immunity, FPT en
anglais, ETP en francais) est une cause d’infection, de maladie et de mort trés bien
documentée chez les nouveau-nés des grands animaux (Weaver et al., 200).

Dans ces especes, de nombreuses études ont montré que la concentration sérique en Ig G au
cours des premiers jours de vie est le meilleur indice prédictif pour savoir si les nouveau-nés
seront protégés contre les infections (Virtala et al., 1999).

Les veaux dont la concentration sérique en Ig G est inadéquate (c'est-a-dire inférieure a 8
g/L) ont un plus grand risque de mortalité avant le sevrage (ratio = 5,4), de morbidité
néonatale (ratio = 6,4) et de morbidité avant sevrage (ratio =3,2) (Wittum et Perino, 1995).
Aucun seuil de ce type n’a été mis en évidence chez le chien. Méme si les infections sont des
causes communes de mortalité chez les chiots et chatons (Favier 2001), aucune étude n’a
recherché la corrélation entre concentration sérique en Ig G et risque d’infection, ou entre
échec de transfert passif de I'immunité et risque d’infection dans I'espéce canine. Plusieurs
explications sont envisageables : la difficulté de réaliser des prises de sang chez le chiot
nouveau-né, filiere peu structurée...

Les chiots susceptibles de présenter un FPT sont ceux qui n‘ont pas de contact avec leur
mere le premier jour de la naissance (orphelins ou rejetés par la mére avant les premiers
soins) ceux issus d’une trés grande portée, les chiots petits et faibles ou encore ceux dont la
mere n’a pas de lait le premier jour de la naissance. On peut également faire I’hypothese
gue certaines chiennes produisent un colostrum a trop faible concentration d’lg (I'absence
d’étude de la qualité colostrale a grande échelle dans cette espéce rend cette donnée non
disponible).

L'impact économique du FPT chez les espéces de rente a conduit au développement de
nombreux suppléments en immunoglobulines pour prévenir et traiter cet échec de transfert
passif de I'immunité. Contrairement a ces especes, trés peu d’études ont été menées sur
I’'administration d’immunoglobulines chez les nouveau-nés des animaux de compagnie.
Evidemment, I'administration de colostrum provenant d’une autre chienne de I'élevage
parait étre la meilleure solution. Cette solution a bien des avantages, notamment que la
chienne prélevée et les nouveau-nés vivant dans les mémes conditions, ils ont soumis au
méme microbisme d’élevage. Dés lors, la protection fournie par la mere de substitution est
complétement adaptée aux conditions de vie des chiots.
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Mais cela n’est pas toujours possible : les élevages canins ayant des effectifs en général
restreints, et n’ayant ni de période de mise-bas ni conduite en bande, la probabilité d’avoir
deux chiennes mettant bas a quelques jours d’intervalle est moindre. D’autres stratégies ont
donc été explorées, les immunoglobulines données aux chiots pouvant étre sériques ou
colostrales, canines ou hétérospécifiques.

a. Sérum autologue

En cas d’absence de colostrum, Bouchard et al. (1992) proposent I'administration de 8mL
(voire 16mL avec de meilleurs résultats) de sérum, a la naissance et 12h aprés, par voie
orale ou sous-cutanée. Le sérum est prélevé des chiens adultes, en bonne santé et
récemment vaccinés. Les deux voies d’administration permettent d’atteindre les mémes
concentrations sériques.

Le groupe ayant recu 16mL par voie sous-cutanée présentent les taux d’lg les plus proches
du groupe de chiots ayant recu du colostrum par leur mere. Le sérum semble donc étre une
alternative satisfaisante au colostrum, la douleur liée a l'injection pouvant étre minime si
celle-ci est réalisée doucement.

Levy et al. (2001) confirment chez des chats [lintérét de l'utilisation du sérum d’adulte
comme source d'immunoglobulines pour les nouveau-nés qui en sont privés. Cependant,
cette étude va méme plus loin puisque I'administration parentérale de sérum de chat adulte
a la dose de 150 mL/kg (soit environ 15mL pour un chaton a la naissance) aboutirait a une
concentration sérique en Ig G normale chez les chatons, et donc une diminution du risque de
FPT chez ces patients.

Inversement, Poffenbarger et al (1991) n’ont pas réussi a démontrer |'utilité de I'utilisation
du sérum chez les chiots privés de colostrum (aucune augmentation des taux sériques en Ig
chez ces chiots) mais les quantités administrées était beaucoup plus faibles que dans les
deux études citées précédemment (22mL/kg, soit 2,2 mL pour 100g, soit presque 7 fois
moins que pour Levy et al. 2001).

Le probléme reste la constitution du sérum a administrer. Il doit provenir d’animaux dont on
connait le statut sanitaire, et qui possédent un taux suffisant d’anticorps des pathogénes
spécifiques de I'espéce grace a la vaccination ou a I'exposition naturelle. Idéalement et en
particulier chez le chat, le sérum des donneurs doit aussi étre typé pour éviter les risques
d’érythrolyse néonatale.
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b. Colostrum congelé

On peut penser que comme chez les grands animaux et notamment pour les veaux, pour
palier le manque éventuel de colostrum, une solution peut étre la congélation du colostrum.
Aucune étude n’a été menée chez le chien mais chez la vache, on sait que cette congélation
ne modifie pas les concentrations en Ig du colostrum, et qu’il peut ainsi étre conservé 6 mois
(jusqu’a un an pour certains) a -20°C (Foley et Otterby, 1978). Il peut aussi étre gardé
réfrigéré a 1-2°C pendant une semaine maximum.

La décongélation doit se faire au bain-marie, dans de I'eau a 50°C. Il ne faut surtout pas le
décongeler a la température de la piece, puisque le nombre de bactéries double toutes les
vingt a trente minutes a température ambiante (Foley et Otterby, 1978). Une étude récente
menée a I'Université du Minnesota a permis de constater que le colostrum pouvait étre
chauffé a 60°C sans que les anticorps ne soient endommagés. Cependant, lorsque le
colostrum est chauffé a 63°C, le nombre d'anticorps diminue de 34% (Jonhson et al., 2007).

Pour réduire le taux d'organismes pathogénes, la pasteurisation du colostrum a la ferme
peut étre envisagée. Les nouveaux appareils de pasteurisation sont faciles a utiliser. La
pasteurisation permet d'améliorer la salubrité du colostrum. En effet, d’apres Johnson et al
(2007), une différence significative quant a la charge bactérienne est observée entre le
colostrum brut (sans traitement) et celui ayant été chauffé (60 min a 60 °C en utilisant un
systéme de pasteurisation classique), le comptage total en coliformes étant respectivement
de 3,62 et de 1,18 log CFU/mL.

De plus, la pasteurisation n’a pas d’effet significatif sur la concentration en Ig G du colostrum
(Johnson et al. 2007).
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c. Colostrum d’une chienne gravide

A titre indicatif, des sécrétions mammaires ont été prélevées chez une chienne une semaine
avant la mise-bas tous les jours : les concentrations des différentes classes en Ig sont stables
durant la semaine précédant la mise-bas (figure 26). De plus, elles sont équivalentes a celles
qgue I'on retrouvera en moyenne le jour de la mise-bas.
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Figure 26 : Evolution des différentes classes d’lg dans les sécrétions mammaires d’une
chienne durant la semaine précédant la mise-bas

On pourrait donc envisager de traire une chienne avant la mise-bas pour nourrir, et faire le

transfert de I'immunité des chiots sans mere.

Si un colostrum de haute qualité n'est pas disponible en quantité suffisante, le recours a des
suppléments de colostrum commerciaux peut étre un moyen valable d'augmenter
I'immunité des nouveau-nés.
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2. Immunité hétérospécifique

Les germes les plus souvent responsables d’infection bactérienne sont E coli, Staphylococcus,
et Streptococcus béta-hémolytiques (Lussier, 2002). Ces bactéries a |'origine de septicémie
néonatale ne sont pas spécifiques d’espece. Les anticorps provenant d’une espéce pourrait
donc protéger d’autres especes des infections. Les résultats de nombreuses études (Pierce
et Smith, 1967 ; Holmes et Lunn, 1991) ont prouvé que les nouveau-nés pouvaient étre
protégés de nombreux pathogénes grace a 'administration d’lg G étrangeres.

Une étude menée sur les chats (Crawford et al., 2003) montre que la supplémentation en
IgG félines aux chatons augmente in vitro la phagocytose de S. aureus par les neutrophiles
félins, au contraire des IgG équines (méme si elles contiennent des anticorps spécifiques
contre S. aureus). Ce résultat suggérerait que les Ig G équines pourraient opsoniser les
bactéries, mais que les immuns complexes ne pourraient pas se lier au récepteur Fcy des
neutrophiles félins. Or, cette reconnaissance est essentielle dans le déclenchement de la
cascade de phagocytose. Bien qu’il ait été mis en évidence une conservation de la structure
et de la fonction des récepteurs Fcy entre certaines especes (Lilliehook et al., 1998), ni les
récepteurs Fcy des neutrophiles félins ni leur affinité pour des Ig d’autres espéces n’ont été
étudiés.

De plus, bien que dans cette étude les concentrations en Ig G considérées comme
protectrices ont été atteintes chez les chatons, I'échec in vitro des Ig G équines a promouvoir
la phagocytose bactérienne suggere que ces anticorps n’atteindraient pas leur but
thérapeutique de prévention des infections.

En outre, en comparant les temps de demi-vie des Ig G spécifiques d’espece, I'administration
d’lg G provenant d’une autre espece a des poulains (Holmes et Lunn, 1991) et a des
porcelets (Curtis et Bourne, 1973) a montré des temps de demi-vie plus courts.

De la méme fagon, dans I'étude de Crawford et al. (2003), les temps de demi-vie des Ig G
provenant des chevaux étaient significativement plus courts que ceux des Ig G de chat, les
deux étant administrés par voie sous cutanée a des chatons. Une hypothése explicative
avancée serait la non ou la mauvaise protection de ces Ig contre les enzymes protéolytiques
dans le tractus intestinal qui les rendrait plus vulnérable au catabolisme.

Dans I'espéce canine, I'utilisation d'immunoglobulines provenant d’autres espéces peut étre
envisagée dans la protection de certaines bactéries non spécifiques, on peut penser entre
autres a E. coli. D’ailleurs, des concentrés d’lg bovins sont déja commercialisés. Par exemple
le Locatim® (Merail, Lyon, France) est un lactosérum bovin concentré contenant des
immunoglobulines G spécifiques dirigées contre E. coli facteur d’adhésion F5 (K99) >2,8*
log10/ml. On peut donc penser que celui-ci pourrait étre utilisé dans I’espéce canine.
Cependant, a la lumiere de cette expérience, il faudrait donc s’attacher a ce gu’il y ait une
reconnaissance entre ces Ig et le récepteur FCy des neutrophiles canins. L'idéal serait de
développer des concentrés d’'immunoglobulines canines, mais cela parait difficile vu I'impact
économique de lafiliere de I’élevage canin.
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3. Voie d’administration

Si I'on s’inspire des études menées sur les grands animaux, la voie d’administration des
suppléments en Ig dépend du temps écoulé entre cette administration et la mise-bas. En
effet, avant la fermeture de la barriere intestinale (soit 15 ou 14h post mise-bas dépendant
des études), la voie orale permet d’atteindre des concentrations en Ig G sériques chez les
nouveau-nés considérées comme adéquates. Apres la fermeture de la barriere intestinale,
I'administration par voie parentérale permet aussi d’atteindre ces concentrations dites
« seuils » (Rumbaugh, 1979).

Les études de Bouchard et al. (1992) et Levy et al. (2001) chez le chiot et le chaton
respectivement montrent pas de différence selon la voie d’administration, lorsque celle-ci
est effectuée directement a la naissance. Par contre, selon Crawford et al. (2003) la voie
sous-cutanée parait permettre une meilleure absorption, avec des niveaux sériques plus
élevés pendant une plus longue période.

Des explications sont apportées sans que rien ne soit prouvé. L’administration par voie orale
conduirait a une saturation des mécanismes de transport des macromolécules par les
protéines non-immunoglobulines contenues dans ces suppléments (Besser et Osborn, 1993).
Mais dans ce cas, cela n’expliquerait pas les taux d’lg G plus faibles chez les chatons ayant
recu leur supplément par voie orale puisque les Ig G équines ont été purifiées des autres
protéines (contrairement aux Ig G félines), sans pourtant de différence dans I'absorption.
Une autre explication est que par voie orale, I'absorption doit survenir avant la fermeture
de la barriere intestinale.

De plus, les préparations en Ig ne contiennent pas d’inhibiteurs de trypsine naturellement
présents dans le colostrum. Or ces molécules protégent les Ig du colostrum des dégradations
protéolytiques, les Ig sont donc plus nombreuses a pouvoir passer la barriére intestinale, et
donc plus nombreuses a se retrouver dans le sérum (Quigley et al., 1995).

De plus, il a été montré chez les veaux que I'efficacité de I'absorption des Ig G était variable
selon le type de processus utilisé pour la préparation de chaque supplément (Quigley et al.,
2001).

A I’heure actuelle, on voit que plusieurs solutions de remplacement au colostrum maternel
ont été envisagées, mais on ne dispose pas de substituts de colostrum efficaces chez le chiot.
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CONCLUSION

Les sécrétions mammaires de la chienne sont finalement assez peu connues. Les essais
rapportés dans la littérature ont été effectués sur un faible nombre d’animaux, ce qui
explique la grande variabilité. Cette variabilité a déja été mise en évidence dans d’autres
especes (porcine par exemple, Voisin, 2005) sans que des facteurs puissent étre identifiés.
Cependant, cela nous montre la nécéssité d’avoir des études plus larges pour tenter
d’identifier les facteurs de variation de la qualité du colostrum.

Notre étude n’a porté que sur les sécrétions mammaires. |l serait nécessaire de comparer la
concentration en Ig dans le colostrum et la concentration sérique en Ig des chiots, pour
déterminer le délai d’ouverture de la barriére intestinale aprés la naissance.

Il serait important de savoir a quel moment la barriére digestive des chiots nouveau-nés se
referme.

Chez la vache, on estime la qualité du colostrum grace a la mesure de son taux en
immunoglobuline grace au pése-colostrum. On sait que pour étre efficace, celui doit contenir
au moins 50g/L d’'immunoglobuline, sinon le veau est « a risque » et des mesures doivent
étre entreprises.

La recherche des valeurs « seuils » des concentrations sériques en Ig a atteindre chez le chiot
nous permettraient aussi dans lI'espéce canine d’évaluer la qualité du colostrum «au
chevet » de la chienne afin de prévenir les échecs de transfert passif de I'immunité en
complémentant les chiots.
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TITRE DE LA THESE : Etude sur les concentrations en immunoglobulines des sécrétions mammaires de la
chienne

RESUME :

La composition des sécrétions mammaires (dont le colostrum) dans I'espece canine est mal connue. On sait
que son role immunologique est trés important puisque seulement 10% des lg passent par voie
transplacentaire chez les carnivores. Notre étude, menée sur 10 chiennes Beagle, décrit I'évolution des
concentrations en immunoglobulines des secrétions mammaires au cours des deux premiers mois de lactation.
L'étude avait également pour objectif d'examiner la relation entre les concentrations sériques en
immunoglobulines dans le sang de la meére et dans ses secrétions mammaires. Trois classes
d'immunoglobulines ont été dosées (G, M, A). Les deux principaux résultats de ce travail sont que le colostrum
peut se définir chez la chienne comme la sécrétion des deux premiers jours post partum et qu'aucune relation
n'a pu étre mise en évidence entre les concentrations sériques et mammaires.

MOTS CLES : Colostrum, lait, chien, immunoglobulines, post partum, mamelle.

TITLE : Study of immunoglobulins concentration in dog mammary secretions.

ABSTRACT :

Dog mammary secretions composition is not well-known. The immunologic role of colostrum is however
known to be very important because only 10% of Ig cross the placenta. Our study (on 10 bitches Beagle)
describes the evolution of immunoglobulins concentration in mammary secretions during the two first months
of lactation. The aim is also to consider the link between immunoglobulins concentration in the bithes' serum
and in their mammary secretions. We could determine the quantity of three classes of immunoglobulins (G, M,
A). The two main results are that colostrum in dogs can be defined by the mammary secretion during the two
first days after parturition and that there is no relation between colostral and serum Ig concentrations.

KEY WORDS: colostrum, milk, dog, immunoglobulins, mammary gland, post partum
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